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PROCEDE DE SYNTHESE D'UNE CHIMIOKINE MARQUEE, 
CHIMIOKINE MARQUEE ET TROUSSE D 1 ANALYSE 

DESCRIPTION 

5 

Domaine technique de 1 ' invention 

La presente invention se rapporte a un procede de 
synthese d'une chimiokine, modifiee ou non modifiee, 
marquee au niveau d'au moins un acide amine determine 

10 et a au moins une position determinee de sa sequence, a 
une chimiokine obtenue par ledit procede, et a une 
trousse d' analyse des recepteurs et des molecules qui 
interagissent avec les chimiokines . 

Les chimiokines sont des facteurs solubles ou 

15 cytokines chimiotactiques indispensables au recrutement 
des cellules circulantes sur les sites inf lammatoires 
et sont impliques dans certains aspects de 
1 'hematopolese chez 1 1 homme et les animaux. Elles 
possedent egalement de nombreuses autres activites au 

20 niveau de la proliferation, de la dif f erenciation et de 
1' activation f onctionnelle de leur cible cellulaire. 

Le tableau (I) suivant montre des exemples de 
conditions inf lammatoires chez 1 1 homme ou des 
chimiokines ont ete detectees dans certains tissus ou 

25 fluides corporels par immunohistochimie ou par test 
ELISA. 



Tableau (I) : Chimiokines detectees et maladies 



Chimiokine 


Site 


Maladies 


IL-8, ENA-78-MCP-1 


Fluide de lavage 


Muscoviscidose 


IL-8, ENA-78, MCP- 
1 , RANTES 


Tissus 


Maladies 

pulmonaires aigUes 


MCP-1, MIP-la, 
RANTES 


Fluide de lavage 


Reactions 
asthmatiques 


IL-8, MIP-la, MCP- 
1, RANTES 


Plasma 


Endotoxemie 
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Chimiokine 


Site 


Maladies 




IL-8, ENA-78,MCP- 
1, MlP-lct 


Liquide synovial 


Polyarthrite 
rhumatolde 




MIP-1P 


Liquide synovial 


Osteoarthrite 


15 


TT.— ft fiorift R v 
MCP-1, IP-10, ENA- 
78 


Liquide synovial 


Squame 
psoriasique 




T T — ft Mr* D— 1 mtd 
1.1* Of M^r— i, M1H 

la/P, RANTES, IP- 
10 


txtraic ue Lissus 


I n f 1 amma t i on 
gastro- 

inuc5Llnai.eS 


20 


MCP-1, MI? la/p, 
RANTES, IL-8, GROP 


Tissus 


Arteriosclerose 




IL-8, MCP-1 


Tissus 


Glome rulon6phrite 
a complexe 
antigegne- 
anticorps 


25 


IP-8, IP-10, MCP- 
1, RANTES, MIP- 
la/p 


Tissus 


Uv6o— retinite 




IL-10 


Tissus 


Lepre 

tuberculeuse j 


30 


IL-8 


Plasma 


Maladies 
opportunes post- 
operatcires 




MCP-10 


Tissus 


Site de 

cicatrisation de 
blessure 


35 


MCP-1 


Liquide cephalo- 
rachidien 


Enc^phalo-myelite 
a cytomegalovirus 


RANTES, Eotaxine, 
IL-8, MCP-1, IP-10 


Tissus 


Eczema 

const itutionnel 
et de contact 


40 

5 


11 s'agit 


de polypeptides de 


faible masse 




moleculaire, de 8 


a 10 kDa, ayant une forte af finite 




pour l'heparine. 


Les formes matures 


sont comprises 


45 


entre 68 et 94 


acides amines et 


presentent une 


homologie de sequence allant de 20 a 80%. 


10 


Parmi elles, 


RANTES { "Regulated 


on Activation 



Normal T Cell Expressed and Secreted") est un 
polypeptide de 68 acides amines dont l'expression et la 
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secretion sont regulees par 1* activation des 
lymphocytes T normaux. 

La sequence RANTES est la suivante : Ser-Pro-Tyr- 
Ser-Ser-Asp-Thr-Thr-Pro-Cys-Cys-Phe-Ala-Tyr-Ile-Ala- 
5 Arg-Pro-Leu-Pro-Arg-Ala-His-Ile-Lys-Glu-Tyr-Phe-Tyr- 
Thr-Ser-Gly-Lys-Cys-Ser-Asn-Pro-Ala-Val-Val-Phe-Val- 
Thr-Arg-Lys-Asn-Arg-Gln-Val-Cys-Ala-Asn-Pro-Glu-Lys- 
Lys-Trp-Val-Arg-Glu-Tyr-Ile-Asn-Ser-Leu-Glu-Met-Ser . 

Les recepteurs de ces chimiokines, et notamment de 
10 RANTES, font partie de la sous-famille des recepteurs a 
sept passages transmembranaires couples aux proteines G 
("Seven Transmembrane G-Protein-Coupled Receptor") . 

Les chimiokines interagissent aussi avec des 
proteoglycanes qui peuvent les immobiliser a la surface 
15 des cellules, participant ainsi au gradient 
chimiotactique requis pour 1* adhesion et la migration 
cellule/cellule. 

Plus recemment, des recepteurs de chimiokine tels 
que CCR-S, un recepteur pour RANTES, ont ete identifies 
20 comme cofacteurs majeurs pour 1' entree du virus de 
1 ' immunodef icience humaine (VIH) dans les cellules 
cibles, et notamment RANTES a ete montre comme bloquant 
1' entree du VIH. Toutefois, RANTES doit s'associer avec 
des glycosaminoglycanes pour etre actif contre le VIH. 
25 Une telle association est egalement observee dans 

les granules secretoires des lymphocytes T cytotoxiques 
et peut avoir une signification f onctionnelle . 

La comprehension des interactions des chimiokines 
avec leur cellules cibles est done tres importante 
30 notamment pour le developpement d 1 agent therapeutiques 
tant pour les dssordres inf lammatoires que pour 
1' infection par le VIH. 

Les recherches dans ce domaine necessitent en 
consequence 1 1 utilisation de derives de chimiokines 
35 marquees specif iquement . et facilement detectables. Ces 
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chimiokines marquees doivent permettre d'etudier les 
interactions des chimiokines avec leurs recepteurs et 
d'autres ligands, et de determiner leur mecanismes 
d' action tant dans les desordres inf lammatoires que 
5 pathogenes dus par exemple au VIH. 

Art anterieur 

Actuellement , des chimiokines marquees 

specif iquement, en une position determinee de leur 

0 sequence d'acides amines, font def aut . Des derives 
biotinyles de chimiokines recombinantes (MlP-la, MIP- 
lp, MCP-1, 11-8) sont disponibles par la societe R&D 
Systems, mais ces derives sont. obtenus par modification 
chimique d'une proteine recombinante, et de ce fait, ne 

5 sont pas obtenus de maniere horoogene, ne sont pas 
marques specif iquement et peuvent . presenter des 
proprietes f onctionnelles alterees d'une facon non 
contrdlable et non reproductible. 

0 Expose de 1 1 invention 

La presente invention a precisement pour but de 
fournir un procede de synthese d'une chimiokine, qui 
permet d'obtenir une chimiokine, modifiee bu non, 
marquee au niveau d'un acide amine determine et a une 

5 position determinee de la sequence de la chimiokine. 

Par chimiokine modifiee ou non modifiee, on entend 
une chimiokine dont la sequence d'aciries amines est 
modifiee ou non modifiee, au niveau de un ou de 
plusieurs acides amines, et par chimiokine marquee, on 

D entend sequence peptidique de la chimiokine sur 
laquelle est (sont) fixee(s) une ou plusieurs molecules 
de marquage. 

Le procede de 1* invention peut se caracteriser en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
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a) une synthese chimique peptidique, de preference 
sur un support solide, de la sequence decides 

10 amines de la chimiokine, ou d'une sequence 

modifiee de celle-ci, a partir des acides 
5 amines requis, dans laquelle les fcnctions 

reactives des chaines laterales des acides 

15 amines requis et la fonction reactive a- 

aminique de 1* acide amine N-terminal de la 
sequence synthetisee sont protegees par des 
10 groupements protecteurs appropries, et dans 

20 laquelle au moins un groupement protecteur d'un 

acide amine determine, a au moins une position 
determinee de ladite sequence, est orthogonal 
et choisi de telle sorte qu'il puisse etre 

25 15 retire de la fonction reactive dudit acide 

amine determine a ladite position determinee, 
independamment du ou des autres groupements 
protecteurs des fonctions reactives des autres 

30 acides amines de la sequence, 

20 b)un retrait dudit groupement protecteur 

orthogonal dudit acide amine determine a la 
position determinee de la sequence d' acides 

35 amines de la chimiokine obtenue a 1 1 etape a), 

de maniere a liberer ladite fonction reactive 
25 dudit acide amine determine, 

c) un couplage dudit acide amine determine, par 
40 ladite fonction reactive liberee dans 1* etape 

b) , soit directement, soi- indirectement , avec 
une molecule de marquage ou un precurseur de 
30 celle-ci de maniere a obtenir une sequence 

45 d' acides amines de la chimiokine marquee au 

niveau dudit acide amine determine, 

d) un retrait des autres groupements protecteurs, 
differents dudit groupement protecteur 

50 35 orthogonal, de la sequence de la chimiokine 
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marquee obtenue a 1 ' etape c) de maniere a 
obtenir une sequence d'acides amines marquee de 
la chimiokine, ou une sequence d'acides amines 
modifiee marquee de celle-ci, au niveau d'un 
5 acide amine determine a une position 

determinee, et 

15 e)une recuperation de ladite sequence marquee 

obtenue a 1' etape d) . 

10 Selon l f invention, le procede de 1* invention peut 

20 aussi se caracteriser en ce qu'il comprend les etapes 

suivantes : 

a) une synthese. chimique peptidique, de 
preference sur un support solide, de la 
25 15 sequence d'acides amines de la chimiokine, ou 

d'une sequence modifiee de celle-ci, a partir 
des acides amines requis, dans laquelle les 
chaines laterales des acides amines requis 
30 sont protegees par des groupements protecteurs 

20 appropries ; et dans laquelle au moins un 

acide amine, a au moins une position 
determinee dans ladite sequence est couple a 
35 une molecule de marquage, de maniere a obtenir 

une sequence de la chimiokine marquee au 
25 niveau dudit acide amine determine, 

(3) une recuperation de ladite sequence marquee 
40 obtenue a l'etape a). 

. Selon 1* invention, la synthese chimique peptidique 
30 de la sequence d'acides amines de la chimiokine, ou 
45 d'une sequence modifiee de celle-ci peut etre une 

quelconque synthese chimique adequate pour synthetiser 
une telle sequence d'acides amines. De preference, 
cette synthese est realisee sur un support solide, qui 
50 35 peut etre un quelconque support solide adequat pour une 
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telle synthese, par exemple une resine telle que celle 

citee dans les exemples ci-apr&s. Cette synthese peut 
10 etre realisee par exemple dans un synth6tiseur 

automatique de peptide, par exemple de type Applied 
5 Biosystems Model 433, Foster City, Californie, USA. Le> 

support peut etre par exemple une resine p- 
15 hydroxymethyl phenoxymethyl polystyrene ou une resine 

equivalente. 

Selon 1' invention, les groupements protecteurs 
10 appropries peuvent §tre des molecules qui permettent de 
20 proteger les fonctions reactives des chaines laterales 

de certains acides amines et la fonction reactive a- 
aminique de l'extremite N-terminaie de la sequence qui 
ne seront pas couples a la molecule de marquage, c'est- 
25 15 a-dire de bloquer ces fonctions reactives pour qu'elles 

ne reagissent pas avec les reactifs utilises dans une 
6tape ulterieure du procede de 1' invention. 

Selon 1' invention, ces groupements protecteurs 
30 appropries peuvent £tre des molecules qui forment avec 

20 les fonctions reactives a proteger une liaison chimique 
stable dans les conditions de synthese de la sequence 
peptidique de 1' invention, et clivable a la fin de 
35 ladite synthese. 

Par fonction reactive, on entend ci-apres les 
25 fonctions reactives des chaines laterales des acides 
amines qui n ' interviennent pas dans les liaisons 
40 peptidiques et la fonction reactive a-aminique de 

1 ' acide amin6 N-terminal de la sequence synthetisee. 
Les fonctions reactives des chaines laterales des 
30 acides amines peuvent etre par exemple des fonctions 
45 -NH 2 , -CO0H, -SH, -OH des chaines laterales d" acides 

amines tels que par exemple la lysine, les acides 
aspartique et glutamique, la cysteine, la serine et la 
threonine respect ivement . 

50 
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Selon 1' invention, la synthese chimique en phase 
solide peut etre par exemple realisee en utilisant le 
groupement protecteur 9- 

f luorenylmethyloxycarbonyle (Fmoc) , pour la fonction a- 
5 aminique des acides amines dans la sequence (c'est-a- 
dire differents de l'acide amine N-terminal) , ' et par 
exemple des groupements protecteurs des fonctions 
reactives des chaines laterales . des acides amines 
formant avec ces fonctions des liaisons stables en 

10 materiau basique, mais clivables en milieu acide. 

Selon 1* invention, la synthese chimique en phase 
solide peut alors etre realisee en utilisant par 
exemple le groupement protecteur tertio- 

butyloxycarbonyle (tBoc) pour la fonction a-aminique de 

15 l'acide amine N-terminal, ou tout autre groupement 
protecteur stable dans une etape ulterieure du procede 
de 1' invention pour cette fonction a-aminique, 
lorsqu'on desire marquer la chaine laterale d'un acide 
amine de la sequence. Le groupement protecteur tBoc 

20 presente la caracteristique de former avec les 
fonctions reactives a proteger une liaison stable en 
milieu acide. Aussi, selon I'invention, un groupement 
protecteur presentant la raeme caracteristique que tBoc 
peut egalement etre utilise. 

25 Selon 1* invention, la synthese chimique precitee 

peut aussi etre realisee par exemple en utilisant le 
Fmoc pour la fonction a-aminique de l'acide amine N- 
terminal, lorsqu'on desire marquer la fonction a- 
aminique de l'acide amine N-terminal de la sequence de 

30 la chimiokine . 

Selon 1' invention, le groupement protecteur 
orthogonal est une molecule dif f erente des autres 
groupements protecteurs utilises dans le procede de 
1' invention, qui peut etre liee aux fonctions reactives 

35 precitees et etre retiree specif iquement de ces 
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fonctions au moyen d'un rfeactif approprie sans que les 
autres groupements protecteurs des autres fonctions 
reactives soient retires. Ce groupement protecteur peut 
etre un de ceux connus de l'homme du metier. II peut 
5 etre choisi en fonction de la synthese chimique 
utilisee et de la fonction reactive a proteger : il 
15 s'agit, par exemple du Fmoc, du i- (4, 4-dimethyl-2, 6- 

dioxocyclohexylidenejethyle (Dde), du 4-metbyltrityle 
(Mtt), ou de l'allyloxycarbonyle (Alloc) pour proteger 
10 la fonction reactive -NHi de la chaine laterale d'un 
acide amine tel que la lysine, ou de la fonction a- 
aminique de 1' acide amine N-terminal de la sequence, 
par exemple de l'allyle ou du 4[N-[1- (4 , 4-dimethyl-2, 6- 
dioxocyclohexylidene)-3-m6thylbutyl]-araino]benzyle 
15 (Dmab) pour proteger la fonction -COOH de la chaine 
laterale de 1' acide aspartique ou glutamique, par 
exemple le trityle pour proteger la fonction -OH de la 
chaine laterale de la serine ou de la threonine, par 
30 exemple le S-tertio-butylthio (tButhio) pour proteger 

20 la fonction -SH de la chaine laterale de la cysteine, 
par exemple dans la chimie qui utilise le Fmoc pour la 
protection temporaire de la fonction a-aminique des 

35 acides amines. 

Ces groupements protecteurs orthogonaux peuvent 
25 etre retires des fonctions reactives des acides amines 
au moyen d'un reactif approprie : par exemple au moyen 
« d' hydrazine par exemple a 2% par exemple dans un 

solvant N-m<&thyl pyrrolidone pour retirer le Dde de la 
chaine laterale de 1' acide amine lysine ou le Dmab de 
30 la chaine laterale des acides amines acides aspartique 
45 et glutamique, par exemple au moyen d'un catalyseur 

palladium pour l'allyle de la chaine laterale des 
acides amines acides aspartique et glutamique ou pour 
1' Alloc de la chaine laterale de 1' acide amine lysine, 
SO 35 p ar exemple au moyen de 1' acide trif luoroacetique a 1% 
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pour le trityle de la chaine laterale des acides amines 
serine et threonine et pour le Mtt de la chaine 
laterale de 1 ■ acide amine lysine, par exemple au moyen 
des thiols ou de la tributylphosphine pour le tButhio 
5 de la chaine laterale de 1' acide amine cysteine, par 
exemple au moyen de piperidine par exemple a 20% par 
15 exemple dans un solvant N-methylpirrolidone pour 

retirer le Fmoc de la fonction a-aminique de 1' acide 
amine N-terminal. 
10 Selon 1* invention, la synthese chimique peptidique 

20 en phase sclide peut etre realisee en presence 

d ' hexaf luorophosphate de 2- ( lH-benzotriazole-1- 

yl)l,l,3,3-tetramethyluronium, ou d'un melange de la 
N,N*-dicyclohexylcarbodiimide et de N- 

25 15 hydroxyazabenzotriazole . 

En protegeant d'une maniere specif ique la fonction 
reactive de la chaine laterale d'un acide amine 
determine, a une position determinee dans la sequence, 
et/ou la fonction a-aminique de 1' acide amine N- 
terminal, au moyen d'un groupement protecteur 
orthogonal, il est possible, selon le precede de 
1' invention, de retirer specif iquement ce groupement 
35 protecteur orthogonal pour liberer la fonction reactive 

de la chaine laterale dudit acide amine, et/ou de 
25 iadite fonction a-aminique de 1' acide amine de 
l'extremite N-terminale de la sequence, sans liberer 
40 les autres fonctions reactives des autres acides amines 

protegees par le ou les autres groupements protecteurs. 
La fonction reactive dudit acide amine determinee 
30 peut alors etre couplee, par une reaction chimique 
46 . specifique, a une molecule de marquage ou a un 

precurseur de celle-ci, de maniere a obtenir une 
sequence d' acide amine marquee au niveau dudit acide 
amine determine. Le couplage est de preference realise 
50 35 au moyen d' une liaison covalente entre la fonction 
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reactive de l'acide amine determine et la molecule de 
marquage. 

La molecule de marquage peut etre au choix l'une 
quelconque des molecules de marquage des proteines. ou 
des peptides connues de 1 ■ homme du metier. Cette 
molecule peut etre par exemple une molecule comprenant 
ou pouvant incorporer un element radioactif pour une 
detection par une mesure de la radioactivite, ou une 
molecule adequate pour une detection par les methodes 
10 classiques immunoenzymatiques , immunocytochimiques ou 
20 par cytometric de flux (FACS (marque deposee) (FACStar, 

Plus, Becton-Dickinson, Sans Jose, USA)), grace a une 
fluorescence ou une coloration. La molecule de marquage 
peut aussi etre un precurseur capable de liberer la 
25 15 fonction de marquage apres une reaction chimique ou 

photochimique . 

Selon 1 1 invention, cette molecule de marquage peut 
etre chcisie dans un ensemble comprenant la biotine, un 
derive de la biotine, la f luoresceine, un derive de la 
fluorescein ou un autre fluorochrome connu de 1' homme 
du metier. 

La molecule de marquage peut etre par exemple une 
35 molecule qui peut etre activee ou couplee a une 

molecule de detection pour pouvoir etre detectee ou 
25 detectable. Lorsque la molecule de marquage est par 
exemple la biotine, ou un derive de la biotine, elle 
40 peut etre reconnue a travers 1' utilisation de son 

ligand specif ique, avidine ou streptavidine . La 
molecule de marquage peut aussi etre une autre molecule 
que la biotine, qui peut etre reconnue a travers 
I 1 avidine ou la streptavidine. L 1 avidine et la 
streptavidine peuvent etre couplees a un marqueur 
fluorescent ou a un enzyme de facon a pouvoir detecter 
la biotine specif iquement a travers ia fluorescence ou 
50 35 une coloration. La chimiokine marquee a la biotine. peut 
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etre detectee par microscope a fluorescence en 
utilisant par exemple la streptavidine-Texas Red ou la 
streptavidine couplee a un autre f luorochrome ; par 
microscope optique ou par un colorimetre par examen de 
5 la coloration apres addition de la streptavidine- 
peroxidase, puis le substrat adequat de la peroxydase ; 
ou par cytometrie de flux, par analyse de la 
fluorescence apres addition par exemple • de 
streptavidine coupiee a la phycoerythrine ou a tout 

10 autre f luorochrome . 

Ainsi, selon le procede de la presente invention, 
il est possible de preparer une chimiokine marquee par 
une molecule de marquage en une position determinee, 
directement utilisable pour detecter des recepteurs et 

15 des ligands de cette chimiokine a la surface d'une 
cellule, de maniere tres precise, et de preparer une 
molecule marquee par un precurseur de marqueur en une 
position determinee qui peut etre activee ou couplee a 
une molecule de marquage avant d'etre utilisee pour 

20 detecter des recepteurs et des ligands de cette 
chimiokine a la surface d'une cellule. 

Le coupiage de la fonction reactive dudit acide 
amine avec la molecule de marquage ou avec un 
precurseur de celle-ci peut etre directe ou indirecte. 

25 Le coupiage de la molecule de marquage direct est un 
coupiage realise directement entre la molecule de 
marquage et la fonction reactive de 1' acide amine 
determine. Ce coupiage realise par 1 ' une quelconque des 
reactions chimiques permettant de former une liaison 

30 covalente entre la fonction reactive de 1 ' acide amine 
et la molecule de marquage. 

Ce coupiage peut etre realise, par exemple, a 
travers une liaison amide ou sulfonamide entre la 
fonction e-aminique de la chaine laterale d'un acide 

35 amine lysine, ou entre la fonction a-aminique de 
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l'acide amine en position N-terminale, de la chimiokine 
et la fonction carboxylique ou sulfonique, 
respectivement, de la molecule de marquage, ou entre la 
fonction carboxylique d'un acide amine aspartique ou 
5 glutamique de la chimiokine et une fonction aminique de 
la molecule de marquage. Ce couplage peut etre realise 
aussi a travers une liaison thioether entre la fonction 
thiol d'un acide amine cysteine de la chimiokine et une 
fonction maleimide ou iodoacetyl de la molecule de 
marquage. 

Ce marquage peut etre realise aussi en utilisant, 
pendant la synthese de la sequence de la chimiokine, un 
acide amine qui est deja lie a un marqueur tel que ceux 
precites, par exemple l'acide amine bictinyl-L-lysine 
(biocytine) ou un autre derive de la biotine. C'est le 
cas notamment du procede de 1 1 invention comprenant les 
etapes a et p precedemment citees. 

Le couplage peut egalement etre indirect. En 
effet, il est possible que la molecule de marquage 
greffee directement sur la chaine laterale d'un acide 
amine presente une ggne sterique pour le repliement de 
la chimiokine et/ou presente une gene sterique pour la 
liaison de la chimiokine marquee avec un recepteur ou 
un ligand. C'est pourquoi, il peut etre necessaire de 
"prolonger" la chaine laterale de l'acide amine au 
moyen d'un bras, qui peut etre par exemple une molecule 
organique comportant a une premiere extremite une 
fonction chimique de liaison avec la fonction reactive 
de l'acide amine determine, et a une deuxieme extremite 
une fonction chimique de liaison avec la molecule de 
marquage ou un precurseur de celui-ci, par exemple 
l'acide 6-aminocaproique . 

Un "bras" peut egalement etre greffe sur la 
fonction ct-aminique de l'acide amine de 1' extremite N- 
terminale de la sequence de la chimiokine. 
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Ce "bras" peut etre greffe sur la fonction 
reactive de la chaine laterale de l'acide amine 
determine, ou sur la fonction a-aminique de l'acide 
amine de l'extremite N-terminale de la sequence de la 
5 chimiokine synthetisee, par l'une quelconque des 
reactions chimiques permettant de former une liaison 
covalente entre la fonction chimique de liaison du bras 
avec la fonction reactive de la chaine laterale de 
l'acide amine determine, et le marqueur peut etre 
10 couple au bras par l'une quelconque des reactions 
chimiques classiques permettant de former une liaison 
covalente entre la fonction chimique de liaison du bras 
avec le marqueur, ou un precurseur de celui-ci, et ce 
dernier. 

15 Dans une variante selon 1* invention, le "bras" 

peut etre present ou fixe sur la molecule de marquage. 
Ce "bras" peut etre un de ceux precites . 

Selon 1' invention, dans certains cas, c'est une 
sequence modifiee de la chimiokine qui peut etre 

20 fabriquee. 

En effet, si on desire marquer un acide amine 
determine, a une position determinee dans la sequence 
de la chimiokine, qui. ne pcssede pas de fonction 
reactive sur sa chaine laterale, tel que la glycine, 

25 1 'alanine, la valine, la leucine, 1 ' isoieucine, on peut 
remplacer ledit acide amine a ladite position 
determinee par un autre acide amine possedant une 
fonction chimique reactive sur sa chaine laterale tel 
que la lysine, la cysteine, la serine, l'acide 

30 aspartique, l'acide glutamique, lors de la synthese de 
la chimiokine. 

Selon 1" invention, l'acide amine qui ne possede 
pas de fonction reactive sur sa chaine laterale peut 
aussi §tre remplace par toute molecule possedant au 

35 moins une fonction -NH 2 , au moins une fonction -COOH et 
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au moins une chaine laterale possedant une fonction 
reactive utile pour le couplage a la molecule de 
marquage. 

Ainsi, a cette position determinee, l'acide amine 
5 remplacant l'acide amine de la sequence non modifiee de 
la chimiokine, ou sequence d'origine, peut etre marqu6 
par une molecule de marquage ou un precurseur de celle- 
ci . 

II sera aisement compris par 1 1 homme du metier que 

10 plusieurs acides amines de la sequence de la chimiokine 
peuvent ainsi etre remplaces si necessaire pour marquer 
la chimiokine en plusieurs positions determinees. 

De pr£f6rence, selon le precede de 1' invention, la 
chimiokine marquee synthetisee doit pouvoir retrouver 

15 sa conformation tridimensionnelle d'origine pour 
pouvoir se fixer sur ses recepteurs ou adherer a ses 
ligands. Aussi, lorsqu 1 on desire obtenir une chimiokine 
marquee qui a le merae comportement pour ses recepteurs 
et ses ligands que la chimiokine non marquee, il est 

20 preferable que le marquage soit effectue au niveau 
d'un, ou de plusieurs, acide(s) amine(s) de telle sorte 
que ce marquage ne g§ne pas le repliement de la 
chimiokine dans sa conformation tridimensionnelle 
d'origine, autrement dit la position determinee dans la 

25 sequence d' acides amines de la chimiokine peut etre une 
position de la sequence qui ne gene pas l'activite 
biologique de la chimiokine. 

Toutefois, il peut aussi etre decide de gener 
volontairement le repliement de la chimiokine, pour 

30 fabriquer une chimiokine marquee n'ayant pas la meme 
conformation tridimensionnelle que la chimiokine non 
marquee correspondante . Une telle chimiokine peut en 
effet etre utile pour 1' etude des interactions de la 
chimiokine avec ses recepteurs et/ou ses ligands. 
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De plus, le procede da la presente invention 
permet de fabriquer une chimiokine modifiee, marquee, 
de maniere a modifier sa conformation tridimensionnelle 
et/ou a modifier son ou ses interaction (s ) avec ses 
5 recepteurs et/ou ses ligands. Dans ce cas, lors de la 
synthese de la chimiokine, certains acides amines 
requis pour la synthese de la chimiokine sont remplaces 
par d'autres acides amines. Ces acides amines seront 
choisis en fonction de leur r61e dans la conformation 
0 du peptide. La chimiokine modifiee marquee obtenue peut 
etre utile pour 1 ' etude de ses interactions avec ses 
recepteurs et/ou ses ligands. 

Par sequence modifiee de la chimiokine, il peut 
done etre compris : 
5 - soit une sequence modifiee specialement pour 

fixer une molecule de marquage, ou un 
precurseur de celle-ci, a une position 
determinee de la sequence de la chimiokine, la 
ou l'acide amine d'origine ne possede pas de 
0 fonction reactive sur sa chaine laterale, cette 

modification etant destinee a remplacer l'acide 
amine d'erigine par un acide amine possedant 
une telle fonction, 

- soit une sequence modifiee specialement pour 
b modifier la conformation tridimensionnelle de 

la chimiokine et/ou a modifier son ou ses 
interactions avec ses recepteurs et/ou ses 
ligands, 

- soit une combinaison de ses modifications. 

3 

Le tableau (II) suivant regroupe des exemples de 
chimiokines qui peuvent etre synthetisees marquees, et 
eventuellement modifiees, selon le procede de la 
presente invention, ainsi que leurs recepteurs 
d cellulaires respectifs connus . 
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Tableau (II) 



Chimiokines . 


Recepteurs 


IL-8 


CXCR-1 




CXCR-2 




DARC 


GRO -a, -p, -y 


CXCR-2 


ENA-78 


CXCR-2 


NAP— 9 


CXCR— 2 




CXCR— 3 




CXCR— 3 


out 1 


CXCR- 4 




CCR-1 


MIP -la 


CCR-4 




• CCR-5 


MIP -IP 


CCR-5 




CCR-2A 




CCR-2B 


MCP-1 


CCR-4 




DARC 




CCR-1 




CCR-3 


RANTES 


CCR-4 




CCR-5 




DARC 




CCR-1 


MCP-3 


CCR-2A 




CCR-2B 




CCR-3 


! Eotaxine 


CCR-3 


Lymphotactine 


? 


GRO- a 


DARC 



5 

Comme nous 1 ' avons vu precedemment , RANTES est un 
peptide comprenant 68 acides amines. 

Le precede selon 1' invention permet par exemple de 
fabriquer RANTES marquee en une position determinee 
10 telle que par exemple la position 66 ou 67 a 
l'extremite C-terminale ce ce peptide, ou encore la 
position 1, 25, 33 ou 45, par exemple avec une biotine. 
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La sequence d'acides amines de RANTES est decrite 
precedemment , et il n'est pas necessaire ici de la 
reecrire. Simplement, il est a noter qu 1 a la position 
67 de RANTES se trouve une methionine. Cet acide amine 
5 ne presentant pas de f onction reactive sur sa chaine 
laterale, selon le procede de la presente invention, il 
peut £tre remplace par exemple par une lysine qui 
presente une fonction reactive -NH2 sur sa chaine 
laterale, ou par une cysteine qui presente une fonction 
reactive -SH sur sa chaine laterale. 

Selon 1' invention, l 1 etape de recuperation du 
procede peut etre une etape de recuperation classique 
d'un peptide, elle peut coraprendre une etape de un 
traitement classique de la sequence polypeptidique 
5 obtenue qui permet la formation d'eventuels . ponts 
disulfures dans la sequence peptidique synthetisee et 
la purification de la chiraiokine marquee. 

Cette etape de recuperation peut par exemple 
comprendre deux etapes de purification par 
chromatographic en phase liquide haute pression en 
phase inversee. 

Le procede de la presente invention presente de 
nombreux avantages par rapport aux procedes de 1 ' art 
anterieur. En effet, il permet de fabriquer 
ef f ectivement , de maniere reproductible, une chimiokine 
modifiee ou non, marquee de maniere homogene sur un, ou 
plusieurs, acide (s) amine (s) determine (s) a une, ou 
plusieurs, positions determinees de la sequence de la 
chimiokine. 

De plus, du fait d'un marquage specif ique en une 
position determinee de la sequence, le rendement de 
synthese du procede de la presente invention est 
excellent par rapport aux procedes de I'.art anterieur 
qui utilisent des proteines recombinantes marquees de 
maniere aleatoire. En effet, les procedes de l'art 
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anterieur ne permettent pas d f obtenir une chimiokine, 
modifiee ou non, marquee en une, ou plusieurs, 
position (s) determinee (s) conf ormement a la presente 
invention, et necessitent de nombreuses etapes de 
5 purification sans obtenir le resultat de la presente 
invention. 

De plus, le procede de 1' invention est economique 
par rapport aux procedes de recombinaison genfetique de 
l'art anterieur, car il fait intervenir des reactions 
10 chimiques qui sont facilement controlables et 
necessitent moins d* etapes et de precautions 
operatoires. 

Le procede de la presente invention est done en 
particulier tres interessant pour une production en 
15 masse d'une chimiokine marquee, mais aussi pour une 
fabrication en laboratoire. 

Selon 1* invention, lorsque la chimiokine est 
R ANTES, elle peut etre egalement marquee a une autre 
position de la sequence qui ne gene pas les proprietes 
20 biologiques de la chimiokine, par exemple avec une 
biotine. 

Selon l f invention, lorsque la chimiokine est 
RANTE5, elle peut etre egalement marquee a une autre 
position de la sequence qui ne gene pas les proprietes 
25 biologiques de la chimiokine, par exemple avec une 
biotine . 

La presente invention se rapporte egalement a une 
chimiokine marquee caracterisee en ce que ladite 
30 chimiokine est une chimiokine modifiee ou non modifiee, 
dont la sequence d'acide amin6 est marquee au niveau 
d 1 un acide amine determine a une position determinee de 
ladite sequence, ladite chimiokine etant susceptible 
d'etre obtenue par le procede de la presente invention. 
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Selon 1" invention, la chimiokine peut etre One de 
celles citees dans, le tableau (II) precedent, par 
.. exemple RANTES, IL-8, etc... 

Selon 1 » invention, la molecule de marquage peut 
5 etre une de celles precitees, ou toute autre molecule- 
de marquage qui peut etre couplee a une chimiokine par 
le procede de la presente invention. 

Selon l 1 invention, lorsque la chimiokine est 
RANTES, elle peut etre modifiee de maniere a comporter 
10 en position 67, a cote de I'extremite C-terminale, par 
exemple une lysine ou une cysteine ou d'autres acides 
amines adaptes pour un couplage a la molecule de 
marquage, a la place de la methionine. Dans ce cas, 
elle peut etre marquee par couplage avec une biotine. 
15 Selon 1' invention, lorsque la chimiokine est 

RANTES, elle peut etre egalement marquee par exemple en 
position 66, a cote de I'extremite C-terrainale, en 
position 45, 33 ou 25, ou sur la fonction a-aminique de 
l'acide amine de I'extremite N-terminale de la sequence 
20 de RANTES, c'est-a-dire en position 1 de la sequence, 
par exemple avec une biotine. 

La presente invention se rapporte egalement a une 
composition comprenant une chimiokine marquee, 

25 caracterisee en ce que ladite composition compreno, de 
maniere homogene et au choix, une ou plusieurs 
chimiokines marquees de la presente invention. 

Selon 1" invention, ladite composition peut 
comprendre de maniere homogene une chimiokine marquee 

30 en une seule position determinee de sa sequence d'acide 
amine. Par exemple, lorsque la chimiokine est RANTES, 
la composition selon 1' invention peut comprendre de 
maniere homogene RANTES marque au choix en une ou 
plusieurs position (s) determinee (s ) de sa sequence, par 

35 exemple a la position 67 de sa sequence d 1 acides 
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amines, du c6te de I'extremite C-terminale . Comme 
decrit precedemment, cette chimiokine peut etre 
egalement marquee a une autre position de la sequence, 
par exemple qui ne gene pas les proprietes biologiques 
de la chimiokine, par exemple avec une biotine. 

Comme nous 1 ' avons vu precedemment , une chimiokine 
marquee en une position determinee, selon 1* invention, 
c'est-a-dire de maniere homogene et reproductible, est 
extremement utile dans les etudes des recepteurs et 
ligands des chiraiokines, par exemple pour la 
comprehension des mecanismes intimes de reconnaissance 
et de liaison du VIH avec ses cellules cibles. Ces 
etudes sont necessaires notamment pour le developpement 
de nouvelles therapies et de nouveaux medicaments pour 
lutter contre de nombreuses maladies, . par exemple 
contre le SIDA ou d'autres pathologies telles que 
celles citees dans le tableau I precedent 

Aussi, la presente invention se rapporte egalement 
a une trousse d* analyse d'un recepteur et/ou d'une 
molecule d' adhesion d'une chimiokine, caracterise en ce 
qu'il comprend une composition selon 1* invent ion. 

Selon 1' invention, cette trousse peut comprendre 
en outre un reactif adequat permettant de detecter la 
ou les chimiokine (s) marquee (s) de la composition. 
Selon 1* invention, la chimiokine peut etre par exemple 
une de celles citees dans le tableau (II) precedent, 
par exemple RANTES ou IL-8. 

Lorsque la chimiokine est RANTES, elle peut etre 
marquee par exemple en position 66, ou 67 par exemple 
avec une biotine. 

Selon 1' invention, le reactif revelant la presence 
du marqueur sera fonction de la molecule de marquage 
utilisee, ou du precurseur de celle-ci. Par exemple, ce 
reactif peut etre 1 ' avidine ou la streptavidine lorsque 
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la molecule de marquage de la chimiokine est la 
biotine. 

D'autres caracteristiques et avantages de la 
5 presente invention apparaitront encore a la lecture des 
figures en annexe et des exemples qui suivent donnes, 
bien entendu, a titre illustratif et non limitatif. 

Breve description des figures 

10 - les figures 1A et IB sont des traces realises a 

partir de resultats d' analyse de masse par 
electropulverisation de RANTES biotinyle selon 
1' invention ; 

- la figure 2 montre une serie de courbes. 
15 illustrant la fixation de differentes formes de 

RANTES biotinyle selon 1" invention a 
differentes positions determinees de sa 
sequence (RANTES-bl , -b25, -b33, -b45 et -b67) 
et a differentes concentrations (10 nM, 50 nM, 
20 100 nM) a des macrophages derives de monocytes 

(MDM) de type 5d ; 

- les figures 3A et 3B representent deux courbes 
illustrant l'effet d'un traitement enzymatique 
specif ique des proteoglycanes sur la fixation 

25 de RANTES-b67 aux MDM-5d et MDM-MCSF 

("Macrophage . Colony-Stimulating Factor") 
respectivement ; 
-les figures 4(1), 4(11), 4(111) et 4(IV) 
representent quatre courbes illustrant la 

30 fixation de RANTES-b67 sur des cellules 

Kela/CD4 (figures 4(1) et 4(H)) et sur des 
cellules Hela/CD4/CCR-5 (figures 4(111) et 
4 (IV). 
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Exemple 1 : Syn these d'une chimiokine marquee selon 1 
precede de la presente invention 

Cet exemple decrit la preparation d'un derive 
biotinyle de RANTES marque specif iquement, par synthese 
5 en phase solide selon le procede de la presente 
invention. 

Dans cet exemple, la position 67 a cdte de 
l'extremite C-terminale de RANTES a 6te choisie pour le 
marquage comme 6tant la position determinee. Cette 

10 position de marquage permet une bonne exposition aux 
solvants et est asse.z eloignee de l'extremite N- 
terminale, qui est presumee etre la region de liaison 
avec le recepteur de RANTES, pour ne pas gSner 
1 1 interaction de RANTES marque avec son recepteur. 

15 La molecule de marquage choisie est la biotine. 

Comme nous l'avons vu precedemment ,- RANTES possede 
en position 67, a cote de l'extremite C-terminale, une 
methionine, (Met67) qui n'a pas de fonction reactive 
sur sa chaine laterale. De ce fait, lors de la synthese 

20 de RANTES, cette methionine est remplacee par une 
lysine qui presente une fonction amine sur sa chaine 
laterale. 

Le groupement protecteur de la fonction a-aminique 
pour les acides amines requis pour synthetiser RANTES 

25 est le 9-f luorenylmethyloxycarbonyle (Fmoc) , sauf pour 
I'acide amine de l'extremite N-terminale qui comporte 
le groupement tertio-butyloxycarbonyle (tBoc) . Les 
groupements protecteurs des fonctions reactives des 
chaines laterales des acides amines requis pour 

30 synthetiser RANTES sont les suivants : tertio-butyl 
ether pour la fonction -OH des acides amines serine, 
threonine ; tyrosine ; tertio-butyl ester pour la 
fonction -COOH des acides amines acides aspartique et 
glutamique ; . 2 , 2 , 5, 1 , 8-pentamethylchromane-6-sulphonyl 

35 pour la fonction guanidinium de I'acide amine 
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arginine ; trityl pour la fonction amide des acides 
amines asparagine et glutamine, pour la fonction -SH 
des acides amines cysteine et 1' azote imidazolique de 
l 1 acide amine histidine ; tertio-butyloxycarbonyl pour 
5 la fonction -NH 2 de acides amines lysine. 

Le groupement protecteur orthogonal pour la lysine 
determinee, a la position 67 a cdte de l'extremite C- 
terminale (lys67) de RANTES choisi dans cet exemple est 
10 1- (4, 4-dimethyl-2, 6-dioxocyclohexylidene) ethyle (Dde) . 

La synthese de RANTES modifiee a partir des acides 
amines requis ayant leur fonction reactive protegee est 
realisee dans un synthetiseur automatique de type 
Applied Biosystems Model 433, Foster City, California, 
15 USA, en utilisant 100 mg de 1* ester Fmoc- 
Serine (tertiobutyl) de la resine p- 

hydroxymethylphenoxymethyl polystyrene, avec une charge 
de 0,5 mmol/g, 200-400 mesh de la Societ6 Novabiochem, 
France. 

20 L 1 assemblage de . la chaine polypeptidique de RANTES 

a ete realise en utilisant 1 mmole de chaque acide 
amine sous forme protege et a travers un couplage a la 
resine pendant 30 minutes de chaque acide amine, sous 
forme d'un ester actif de N-hydroxyazabenzotriazole 

25 (HOAt) . L'ester actif de chaque acide amine a ete forme 
en utilisant 1 mmole de N, N ' -dicyclohexylcarbodiiroide 
et 1 mmole de N-hydroxyazabenzotriazole dans le solvant 
. N-methylpyrrolidone . Le solvant utilise dans la 
synthese est du N-methylpyrrolidone. Apres chaque cycle 

30 d* assemblage d'un acide amine, le groupement protecteur 
Fmoc de la fonction a-aminique est retire par deux 
traitements de 5 minutes avec une solution de 
piperidine 20% dans le solvant N-methylpyrrolidone. 

Lorsque la synthese est terminee, on obtient une 

35 sequence peptidique modifiee en position 67 de RANTES, 
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dans laquelle la fonction a-aminique de l 1 acide amine 
de I'extremite N-terminale est protegee par un 
groupement tertio-butyloxycarbonyl (tBoc) , les 
fonctions reactives des chaines laterales des acides 
5 amines requis sont protegees par des groupements 
protecteurs appropries et dans laquelle la lysine 67 
est protegee par un groupement protecteur orthogonal, 
different des autres groupements protecteurs, de telle 
sorte qu'il puisse etre retire de la fonction -NH2 de 
10 la chaine laterale de la lysine 67 independamment des 
autres groupements protecteurs des fonctions reactives 
des autres acides amines, cette sequence peptidique 
modifiee de RANTES etant fixee sur la resine. 

Le groupement protecteur de la chaine laterale de 
15 la lysine 67 est alors retire specif iquement en 
traitant le peptide lie a la resine . trois fois 2 
minutes avec une solution de methylpyrrolidone a 2% 
d' hydrazine et un "bras" ("spacer") 6-aminocaproyl est 
alors incorpore, en couplant 1 * acide Fmoc- 
20 6-aminocaproique par un traitement de deux fois une 
heure en milieu hexaf luorophosphate de 2-{lH- 
benzotriazole-l-yl> -1, 1, 3, 3-tetramethyluronium (HBTU) 
avec un exces 20 fois molaire du "bras" 6-aminocaproyl . 
he groupe Fmoc a ensuite ete clive par deux traitements 
25 de 5 minutes avec une solution comprenant 20% de 
piperidine dans du N-methylpyrrolidone et la biotine a 
ete finalement couplee au peptide lie a la resine, avec 
un exces 20 fois molaire de biotine, pendant une nuit, 
en milieu HBTU. 

30 Apres le marquage avec la biotine, le peptide a 

ete detache de la resine et libere de tous ces 
groupements protecteurs par un traitement acide de 90 
minutes en utilisant un melange contenant 82,5% d* acide 
trif luoroacetique, 5% de phenol, 5% d'eau, 5% de 

35 thioanisole et 2,5% d' ethane dithiol. Le . peptide 
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completement "deprotege" a ete precipite de la solution 
acide par addition avec de 1 ' isopropylether, le 
precipita.t a ete lave deux fois avec l 1 ether, puis 
dissous dans une solution d'acide acetique 30% dans 
5 l'eau et enfin recupere sous forme de poudre blanche 
apres lyophilisation . 

RANTES obtenu, biotinyle en position 67 du cote C- 
terminal de sa sequence peptidique (note ci-apres 
RANTES b-67), a ete purifie par chromatographic en 
10 phase liquide haute pression en phase inversee 
("reverse-phase HPLC"), d'abord sous forme reduite, 
puis apres formation des ponts disulfure de RANTES. 

La purete de. RANTES biotinyle a ete verifiee par 
une analyse HPLC et une electrophorese capillaire. 
15 L'identite du produit a ete verifiee par une 

analyse d'acides amines et une spectrometrie de masse 
par §lectropulverisation. Les figures 1A et IB 
illustrent les resultats de cette analyse : 

- figure 1A : resultats de 1* analyse de masse par 
20 electropuiverisation de RANTES biotinyle, selon 

1 ! invention. Les masses 1020,5 ; 1166,0 ; 
1360,2 ; et 1631,9 Da (Dalton) correspondent 
aux molecules de RANTES biotinylees presentant, 
respectivement 8, 7, 6 et 5 charges positives 
25 comme consequence de 1' addition de 8, 7, 6 et 5 

protons dans la chambre d 1 ionisation, 

- figure IB : masse moyenne calculee sur les 
especes multichargees observees dans le spectre 
A. La masse determinee est de 8155.0 Da. La 

30 masse theorique est de 8155.1 Da. 

Exemple 2 : Utilisation du compose selon 1 ' invention 

Afin de tester la fixation de RANTES biotinyle 
35 synthetise dans 1' exemple 1 sur des cellules en culture. 
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primaire, nous avons utilise des macrophages derives de 
monocytes (MDM) , qui ont ete obtenus suivant un premier 
protocole qui correspond a une adherence de 5 jours de 
cellules mononucleates du sang (PBKC) de donneurs 
5 sains (MDM-5d) . Les cellules non-adherentes ont . ete 
retirees et les MDM ont ete cultives pendant deux 
jours . 

Une preparation differente de macrophages (MDM- 
MCSF) a ete obtenue selon le second procede suivant : 
adherence d'une heure et culture pendant 7 jours en 
presence du facteur de croissance "macrophage colony- 
stimulating Factor" M-CSF recombinant exogene . 

Les MDM-5d et les MDM-MCSF ont ete caracterises 
par un marquage immunof luorescent avec des anticorps 
monoclonaux FITC-IOT3 pour CD3, FITOIOB4a pour CD19 et 
FITC-IOT4a pour CD4, ou un anticorps monoclonal temoin 
negatif FITOIgGl (Societe Immunotech, Marseille, 
France) . 

Ces deux preparations contiennent des macrophages 
ayant differents etats d ' activation . En fait, le 
metabolisrae des proteoglycanes est hautement regule 
dans les macrophages et depend de l'etat d' activation 
de ces derniers. 

5xl0 5 MDM par cupule, prepares sous ces deux 
conditions ont ete incubes en presence d'un anticorps 
anti-CCR-5 marque a la fluoresceine (Societe R&D). 
L* expression de CCR-5 est similaire dans les deux 
conditions . 

Nous avons ensuite examine la fixation de RANTES 
biotinyle sur ces cellules. 5xl0 5 MDM par cupule, 
prepares sous les deux conditions ont et6 incubes avec 
differentes concentrations de RANTES biotinyle fabrique 
dans l'exempie 1 dans 200 pi de PBS-BSA a 4°C pendant 
30 minutes. 
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Apres cela, les cellules ont ete lavees, impregnes 
avec de la streptavidine-phycoerythrine (SPE) (1:800 ; 
de la societe Becton-Dickinson) et examinees par 
analyse FACS (marque deposee) (FACStar, Plus, societe 
5 Becton-Dickinson, San Jose, USA) . RANTES biotinyle se 
lie avec MDM-5d d'une maniere dose-dependante, c'est-a- 
dire en fonction de la quantit6 de RANTES, de maniere 
plus efficace qu' avec MDM-MCSF. 

Par ailleurs, .nous avons teste les proprietes 
10 chimiotactiques de RANTES b-67 et nous avons observe 
que cette molecule a une activite chimiotactique 
similaire a RANTES ncn marque. 

Afin de tester si RANTES biotinyle peut interagir 
avec les proteoglycanes a c6te de CCR-5, nous avons 
15 traite les MDM pendant 1 heure a 37°C avec 4 mU . 
d'heparitinase ( EC .4.2.2.8) ou de chondroltinase 
(EC. 4. 2. 2.4) (de la societe Sigma, Saint-Louis, MO) 
dans 200 pi de PBS, 1 mg/ml d'albumine de serum bovin 
(PBS-BSA), qui elimine les sulfates d^eparine et de 
20 chondroltine des proteoglycanes respectivement . Les 
cellules ont 6te ensuite lav6es et incubees avec RANTES 
biotinyle fabrique dans 1 ' exemple 1, puis impregnes 
avec la SPE et analysees par FACS comme indique ci~ 
dessus. 

25 En traitant MDM-5d avec de la chondroltinase, qui 

elimine de la surface des cellules le sulfate de 
chondroltine, la liaison avec RANTES a ete inhibee, 
mais aucun effet n'a ete note avec 1 1 heparitinase . En 
fait, les macrophages n'expriment pas l'heparine 

30 sulfate. L'effet de la chondroltinase sur 
1 1 af faiblissement de la liaison de RANTES avec MDM-MCSF 
etait moins evident qu 1 avec MDM-5d. 

Ces resultats montrent que RANTES biotinyle de 
1* invention interagit, en plus d'avec CCR-5, avec les 

35 proteoglycanes des macrophages. La presente invention a 



WO 00/12554 PCT/FR99/02055 

29 

done permis de fournir une preuve de la variation de 
1* expression des proteoglycanes selon l'etat 
d 1 activation des macrophages. 

La figure 2 en annexe represente une serie de 
5 courbes illustrant la fixation de differentes formes de 
RANTES biotinyle selon la presente invention, a 
differentes positions determinees de sa sequence 
d'acides amines (aa) : aal, aa25, aa33, aa45 et aa67, 
notes RANTES-bl, -b25, -b33, -b45 et -b67 
10 respectivement, et a differentes concentrations (10 nM, 
50 nM, 100 nM) a des macrophages derives de monocytes 
MDM-5dd. 

Les macrophages derives de monocytes (5xl0 5 
cellules) ont ete obtenus par adherence de 5 jours 

15 (MDM-5d) et ont ete incubes avec des concentrations 
variables (10 nM, 50 nM, 100 nM) de RANTES biotinyle a 
des positions variables de sa sequence d'acides amines, 
notes RANTES-bl, -b25, -b33, -b45 et -b67 f pendant 
30 mn a 4°C. Apres lavage, les cellules ont ete 

20 impregnees avec de la streptavidine-phycoerythrine 
(SPE) , puis examinees, apres lavage et fixation a la 
PFA (paraformaldehyde), par analyse par FACS . Les 
histogrammes pleins (temoins) representent l'intensite 
de fluorescence des cellules non incubees avec E^ANTES 

25 mais impregnees avec la SPE. Les histogrammes vides 
correspondent a l'intensite de fluorescence obtenue 
lorsque les cellules ont ete incubees avec RANTES 
biotinyle puis la SPE. 

Ces resultats montrent que les differentes. formes 

30 de RANTES biotinyle a des positions diverses n'ont pas 
la meme capacite de fixation aux cellules. La meilleure 
fixation est obtenue avec RANTES biotinyle a la 
position 67 (RANTES b-67). 

Les figures 3A et 3B en annexe representent deux 

35 courbes illustrant l'effet d l un traitement enzymatique 
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specifique des proteoglycans sur la fixation de 
RANTES-D67 aux MDM-5d et MDM-MCSF respectivement . 

Les MDM-5d et les MDM-MCSF ont ete obtenus comme 
precedemment. 5x10 s cellules (MDM-5d ou MDM-MCSF) ont 
5 6te traitees avec la chondroltinase (histogrammes a) ou 
1 'heparitinase (histogrammes b) ou non traitees 
(histogrammes c) conune decrit precedemment. Les 
cellules ont ete ensuite incubees avec RANTES-b67 
(50 nM) , puis impregnees avec la SPE> et analysees par 
10 FACS. Les histogrammes pleins correspondent aux 
cellules non incubees avec RANTES mais traitees a la 
SPE. 

Ces resultats montrent d'une part que RANTES b-67 
se fixe plus efficacement aux MDM-5d qu'aux MDM-MCSF. 

15 Comrae 1' expression de CCR-5, recepteur de RANTES, est 
similaire sur les deux types cellulaires, cette 
difference dans la fixation serait due a une difference 
dans 1' expression des proteoglycanes , en particulier 
les sulfates de chondroitine dont 1' enlevement par la 

20 chondroitinase ramene la fixation de RANTES a un. niveau 
similaire a celui des MDM-MCSF. Ces dernieres cellules 
ne semblent pas exprimer ce type de proteoglycanes. 

Exemple 3 ; Analyse par cytometric de flux (FACS) de 

25 lignees cellulaires Hela liant RANTES 

Des lignees cellulaires exprimant CD4 (Hela/CD4), 
ou CD4 et CCR-5 (Hela/CD4 /CCR-5 ) ont ete obtenues de 
i'lnstitut Pasteur, France. Elles ont ete cultivees 
dans du DMEM comprenant 500 ug/mi de 1 1 antibiotique 

30 geneticine G418, 10% de serum de foetus de veau, et 
50 pg/ml de Penicilline-Streptomycine-N6omycine . 

Les cellules ont ete recuperees par adjonction de 
PBS froid a 1 mM EDTA, et prelevement au moyen d'une 
spatule. Les cellules ont ete mises en suspension a 

35 raison de 2x10 s cellules dans 100 pi de PBS a 1 mg/ml 
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de BSA, et incubees pendant 30 minutes a 4°C avec 
differentes concentrations de RANTES biotinyle en 
position 67 (b-67) obtenu dans 1 ' exemple 1. Apres cela, 
les cellules ont ete lavees, et mises en contact avec 
5 de la SPE (1:800 de la societe Becton-Dickinson) et 
examinees par analyse par cytometric de flux tel que 
dans 1' exemple 2. 

Comme indique, RANTES biotinyle B67 se lie d'une 
maniere dose-dependante a la fois aux cellules Hela 
10 (CD4 et aux cellules Hela/CD4 /CCR-5) . Toutefois, la 
liaison la plus ef f icace a ete notee avec les cellules 
Hela/CCR-5) . 

Le fait que . RANTES puisse aussi se lier a des 
cellules n'exprimant pas le recepteur CCR-5 de RANTES 

15 n'est pas surprenant car, comme decrit ci-dessus, . 
RANTES est connu pour se lier aux proteoglycanes qui 
sont exprimees par les lignees cellulaires Hela, en 
particulier l'heparine sulfate. 

Pour montrer que RANTES B67 interagit avec des 

20 proteoglycanes de surface cellulaire, 2xl0 5 cellules 
Hela/CD4 ou Hela/CD4 /CCR-5 en suspension dans 100 ul de 
PBS comprenant 1 mg/ml d^lbumine de serum bovin {PBS- 
BSA) , ont ete traitees ou non pendant une heure a 37 °C 
avec 2 mU d 1 heparitinase (EC. 4 .2 . 2 . 8) ou de la 

25 chondroitine (EC. 4. 2. 2. 4) (Societe Sigma, Saint-Louis) 
qui enleve les sulfates d'heparine et de chondroitine. 
respectivement de proteoglycanes. 

Apres une heure, les cellules ont ete lavees et 
incubees pendant 30 minutes avec RANTES biotinyle B67 

30 selon 1' invention, dans 100 pi de PBS-BSA a 4°C. Apres 
cela, les cellules ont ete lav6es, mises en contact 
avec de la SPE (1:800, de la Societe Becton-Dickinson), 
et examinees par analyse FACS comme ci-dessus. 

Le traitement des cellules avec 1 1 heparitinase, 

35 qui enleve les sulfates d'heparine des surfaces des 
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cellules, inhibe la liaison de RANTES a la surface de 
ces cellules, mais aucun effet n*a ete note avec la 
chondroltinase. 

II est important de noter que tandis que le 
5 traitement avec 1 • heparitinase supprime les liaisons de 
RANTES avec les cellules Hela/CD4, un tel traitement 
reduit drastiquement mais ne supprime pas completement 
les liaisons de RANTES avec Hela/CD4 /CCR-5 . Ces 
resultats montrent que RANTES B67 interagit, en plus de 
CCR-5, avec les proteoglycanes, en particulier avec le 
sulfate d'heparine sur les cellules. 

Les figures 4(1}, 4(11), 4(111) et 4 (IV) 
representent quatre courbes illustrant la fixation de 
RANTES-b67 sur des cellules Hela/CD4 ( figures 4(1) et 
4(H)) et sur des cellules Hela/CD4 /CCR-5 (figures 
4 (III) et 4 (IV) ) . 

Les cellules Hela/CD4 ou Hela/CD4/CCR-5 decrites 
precedemment ont ete incubees ou non avec des 
concentrations variables de RANTES-b67 : 0 nM (courbes 
a), 10 nM (courbes b) , 50 nM (courbes c) ou 100 nM 
(courbes d) . Alternativement , les cellules ont ete 
prealablement traitees avec de 1 1 heparitinase (courbes 
e) comme decrit precedemment. La fixation de RANTES est 
determinee par FACS comme dans le cas des exemples 
illustres par les figures 2, 3A et 3B. 

Sur les figures 4(1), (II), (III) et (IV) : 
a-cellules + SPE ( streptavidine-phycoerythrine) 
b-cellules + RANTES-b67 (10 nM) + SPE 
c-cellules + RANTES-b67 (50 nM) + SPE 
d-cellules + RANTES-b67 (100 nM) + SPE 
e- (cellules+heparitinase) + RANTES-b67 (50 nM) + SPE. 

RANTES biotinyle, en relation avec la 
disponibilite commerciale des conjugues 

avidines/streptavidine peut etre utilise pour la 



WO 00/12554 PCT/FR99/020S5 

33 

detection et 1' etude des recepteurs et d'autres ligands 
des chimiokines, par exemple des proteoglycans, a la 
surface des cellules ou dans des preparations de 
membranes. RANTES biotinyle en position 67 peut etre 
5 prepare par synthese en phase solide selon le procede 
de la presente invention. 

Differents procedes chimiques peuvent etre 
utilises pour assembler RANTES par une methode de 
synthese en phase solide avec des resultats similaires 

10 a ceux de la presente invention. La chimie de synthese 
peptidique qui utilise par exemple le groupement 
protecteur tertiobutylpxycarbonyl (tBoc) pour la 
fonctibn a-aminique des acides amines et les 
groupements protecteurs pour les chaines laterales 

15 reactives des acides amines stables en milieu acide 
trif luooacetique et clivables en milieu acide 
f luorhydrique, connus par l'homme du metier, peuvent 
egalement etre utilises. Dans ce cas, d'autres 
groupements protecteurs orthogonaux connus par l'homme 

20 du metier, doivent etre utilises. 

De plus, des formes recombinantes de RANTES 
peuvent etre specif iquement biotinylees. Par exemple en 
incorporant une cysteine en position 67 ou 66, la 
fonction thiol reactive de la chaine laterale peut etre 

25 specif iquement marquee en utilisant des reactifs de 
biotinylation disponible dans le commerce comme le 1- 
biotinamido-4- (4 ' -maleimidomethyl ) cyclohexane- 
carboximido) butane, la N-iodoacetyl-N-biotinyl hexylene 
diamine, la N- (6 (biotinamido) hexyl ) -3 1 - (2 1 - 

30 pyridyldithio) propionamide, etc.... 
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REVINDICATIONS 

1. Precede de synthese d'une chimiokine marquee 
comprenant les etapes suivantes : 

5 a) une synthese chimique peptidique, de 

preference en phase solide, de la sequence 
d'acides amines de la chimiokine, ou d'une 
sequence mpdifiee de celle-ci, a partir des 
acides amines requis, dans laquelle les 

0 chaines laterales des acides amines requis 

sont protegees par des groupements protecteurs 
appropries, et dans laquelle au moins un acide 
amine, a au moins une position determinee de 
ladite sequence est couple a une molecule de 

5 marquage, de maniere a obtenir une sequence de 

la chimiokine marquee au niveau dudit acide 
amine determine^ 
P) une recuperation de ladite sequence marquee 
obtenue a l'etape a). 

0 

2. Proc6d6 de synthese d'une chimiokine marquee, 
comprenant les etapes suivantes ; 

a) une synthese - chimique peptidique, de preference 
en phase solide, de la sequence d'acides amines 

5 de la chimiokine, ou d'une sequence modifiee de 

celle-ci, a partir des acides amines requis, 
dans laquelle les fonctions reactives des 
chaines laterales des acides amines requis et 
la fonction reactive oc-aminique de 1 ' acide 

0 amine N-terminal de la sequence synthetisee 

sont protegees par des groupements protecteurs 
appropries, et dans laquelle au moins un 
groupement protecteur d'un acide amine 
determine, a au moins une position determined 

5 de ladite sequence, est orthogonal et choisi de 
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telle sorte qu'il puisse etre retire de la 
fonction reactive de la chaine laterale dudit 
10 acide amine determine a ladite position 

determinee, independamment du ou des autres 
5 groupements protecteurs des fonctions reactives 

des autres acides amines de la sequence, 
15 b)un retrait dudit groupement protecteur 

orthogonal dudit acide amine determine a la 
position determinee de la sequence de la 
10 chimiokine obtenue a 1 'etape a), de maniere a 

20 liberer ladite fonction reactive dudit acide 

amine determine, 
c)un couplage dudit acide amine determine, par 
ladite fonction reactive liberee dans 1' etape 
25 15 b) , soit directement, soit indirectement, avec 

une molecule de raarquage de maniere a obtenir 
une sequence de la chimiokine marquee au niveau 
dudit acide amine determine, 
30 d)un retrait des autres groupements protecteurs, 

20 differents dudit groupement protecteur 

orthogonal, de la sequence de la chimiokine 
marquee obtenue a 1' etape c) de maniere a 
35 obtenir une sequence d' acides amines marquee de 

la chimiokine, ou une sequence d* acides amines 
25 modifiee marquee de celle-ci, au niveau d'un 

acide amine determine a une , position 
40 determinee, et 

e)une recuperation de ladite sequence marquee 
obtenue a 1' etape d) . 

30 

45 3. Procede selon la revendication 1 ou 2, dans 

lequel la synthese chimique etant faite en . phase 
solide, elle est realisee dans un synthetiseur 
automatique de peptides. 

50 35 
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4. Precede selon la revendication 1 ou 2, dans 
lequel la synthese chimique en phase solide est 
realisee en utilisant le groupement protecteur 9- 
f luorenylmethyloxycarbonyle pour la fonction a-aminique 

5 des acides amines, et/ou le groupement protecteur 
terio-butyloxycarbonyle pour la fonction a-aminique de 
l'acide amine N-terminal. 

5. Procede selon la revendication 1 ou 2, dans 
10 lequel les groupements protecteurs differents du 

groupement protecteur orthogonal sont des molecules qui 
forment avec les fonctions reactives a proteger une 
liaison stable en milieu basique, mais clivable en 
position basique. 

15 

6. Procede selon la revendication 1 ou 2, dans 
lequel la synthese chimique peptidique en phase solide 
est realisee en presence d 1 hexaf luorophosphate de 2- 
(IH-benzotriazol-l-yl) 1, 1, 3, 3-tetramethyluroniura, ou 

20 d'un melange de la N, N ' -dicyclohexylcarbodiimide et de 
N-hydroxyazabenzotriazole . 

7. Procede selon la revendication 2, dans lequel 
le, au moins un, groupement protecteur orthogonal est 

25 choisi en fonction de la synthese chimique peptidique 
utilisee et de la fonction reactive a proteger dans un 
ensemble comprenant, le f luorenylm^thoxylcarbonyle, le 
1- (4, 4-dimethyl-2, 6-dioxocyclohexylidene) ethyle, le 4- 
methyltrityle, 1 1 allyloxycarbonyle, l'allyle, le 4IN-[1- 

30 (4 , 4-dimethyl-2, 6-dioxocyclohexylidene) -3-methylbutyl]- 
amino]benzyle, le trityle et le S-tertio-butylthio.. 

8. Procede selon la revendication 2, dans lequel 
I'acide amine determine ne possedant pas de fonction 

35 reactive sur sa chaine laterale, il est remplace lors 
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de la synthese de l'etape a) par un acide amin£ 
possedant une fonction reactive sur sa chaine laterale. 

9. Procede selon 1 * une quelconque des 
5 revendications 2 a 6 precedentes lorsqu'elles ne 

dependent pas de la revendication 1, dans lequel le 
marquage etant indirect, la chaine laterale de 1 'acide 
amine determine, ou la fonction a-aminique de 1' acide 
amine N-terminal de la sequence de la chimiokine 

10 synthetisee, est prolongee au moyen d f un bras qui est 
une molecule organique comportant a une premiere 
extremite une fonction de liaison avec la fonction 
reactive dudit acide amine, et a une deuxieme extremite 
une fonction chimique de liaison avec la molecule de 

15 marquage. 

10. Precede selon la revendication 9, dans lequel 
le bras est 1 ' acide 6-aminocaproique . 

20 11. Procede selon la revendication 7, dans lequel 

le groupement protecteur orthogonal etant le l-(4,4- 
dimethyl-2, 6-dioxocyciohexylidene) ethyle, ou le 4[N-[1- 
(4, 4-dimethyl-2, 6-dioxocyclohexyiidene) -3-methylbutyl]- 
amino]ben2yle, il est retire de la fonction reactive de 

25 1' acide amine determine a la position determinee au 
moyen d'un traitement chimique a l'hydrazine. 

12, Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 11, dans lequel la molecule de 

30 marquage est choisie dans un ensemble comprenant la 
biotine, un derive de la biotine, et la f luorescedne ou 
un autre f luorochrome . 

13. Procede selon 1 1 une quelconque des 
35 revendications 2 et 3 a 12 precedentes lorsqu'elles ne 
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dependent pas de la revendication 1, dans lequel le 

couplage avec la molecule de marquage est un couplage 

chimique destine a former une liaison covalente entre 

la fonction reactive de I'acide amine determine et la 
5 molecule de marquage. 

14. Precede selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 13, dans lequel la chimiokine 
synthetisee est choisie dans un ensemble comprenant IL- 

10 8, GRO -a, -p, -y, ENA-78 , NAP-2, IP-10, MIG, SDF-1, 
MlP-la, MIP -10, MCP-1, RANTES, MCP-3, Eotaxine, 
Lymphotactine et GRO. 

15. Procede selon l'une quelconque . des 
15 revendications precedentes, dans lequel la position 

determinee dans la sequence d'acide amine de la 
chimiokine est une position de la sequence qui ne g£ne 
pas I* activity biologique de la chimiokine. 

20 16. Procede selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 15, dans lequel la chimiokine est 
RANTES . 

17. Procede selon la revendication 16, dans lequel 
25 la position determinee dans la sequence d'acide amine 
de RANTES est la position 66 ou 67 a cdte de 
l'extremite C-terminale, ou les positions 1, 25, 33- ou 
45, de la sequence. 

30 18. Procede selon la revendication 16, dans lequel 

RANTES ayant une methionine en position 67, cette 
methionine est remplacee par une lysine ou une cysteine 
lors de 1 1 etape de synthese chimique peptidique de la 
chimiokine. 

35 . 
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19. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 18, dans lequel la molecule de 

• marquage est la biotine ou d'autres molecules qui soht 
reconnues par l'avidine ou la streptavidine . 

5 

20. Procede selon la revendication 1 dans laquelle 
1 1 acide amine couple a une molecule de marquage est 
choisi dans un ensemble comprenant la biocytine, ou un 
autre derive de la biotine. 

10 

21. Procede selon l ! une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel l'etape de 
recuperation de ladite sequence marquee comprend une 
etape de purification de ladite sequence par deux 

15 etapes de chromatographic en phase liquide haute 
pression en phase inversee. 

22. Chimiokine marquee caracterisee en ce que 
ladite chimiokine est une chimiokine modifiee ou non 

20 modifiee, dont la sequence d' acide amine est marquee 
par une molecule de marquage au niveau d'un acide amine 
determine a une position determinee de ladite sequence, 
ladite chimiokine etant susceptible d'etre obtenue par 
un procede selon l'une quelconque des revendications 1 

25 a 21. 

23. Chimiokine selon la revendication 22, dans 
laquelle ladite molecule de marquage est choisie parmi 
la biotine, les derives de la biotine, une 

30 f luoresceine, les derives de la fluoresceine et toute 
autre molecule de marquage qui peut etre couplee a 
ladite chimiokine par ledit procede. 

24. Chimiokine selon la revendication 22 ou 23, 
35 ladite chimiokine etant choisie parmi IL-8, GRO -a, -p, 
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T 


01-07-1997 


GR 


3022689 


T 


31-05-1997 


JP 


10185899 


A 


14-07-1998 


US 


5650147 


A 


22-07-1997 


US 


5616688 


A 


01-04-1997 


US 


5703206 


A 


30-12-1997 


US 


5849873 


A 


15-12-1998 


us 


5741484 


A 


21-04-1998 


us 


5863535 


A 


26-01-1999 


us 


5942222 


A 


24-08-1999 


us 


5760186 


A 


02-06-1998 


us 


5817763 


A 


06-10-1998 


us 


5145676 


A 


08-09-1992 



W0 9731655 


A 


04-09- 


•1997 


IT 
AU 
CA 
EP 


MI960358 A 
1769497 A 
2247308 A 
0885015 A 


27-08-1997 
16-09-1997 
04-09-1997 
23-12-1998 


W0 9801757 


A 


15-01- 


•1998 


AU 


3452797 A 


02-02-1998 










CA 


2259421 A 


15-01-1998 










EP 


0906571 A 


07-04-1999 










GB 


2315125 A,B 


21-01-1998 










GB 


2330909 A 


05-05-1999 



US 5605671 



25-02-1997 



us 


5413778 


A 


09-05-1995 


us 


5346686 


A 


13-09-1994 


AT 


150977 


T 


15-04-1997 


AU 


674039 


B 


05-12-1996 


AU 


5403294 


A 


26-04-1994 


CA 


2145983 


A 


14-04-1994 


DE 


69309479 


D 


07-05-1997 


EP 


0662843 


A 


19-07-1995 


JP 


8502075 


T 


05-03-1996 


WO 


9407542 


A 


14-04-1994 


AU 


686119 


B 


05-02-1998 


AU 


5353194 


A 


26-04-1994 


CA 


2146239 


A 


14-04-1994 


EP 


0670736 


A 


13-09-1995 


JP 


8511765 


T 


10-12-1996 


WO 


9407535 


A 


14-04-1994 
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